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Particules et ceramiques de phosphates de calcium 
pour la transfection in vivo et in vitro 



10 



La presente invention se rapporte a une methode de transfection d' ADN fixe a surface 
de ceramiques phosphates de calcium de caracteristiques particulieres. Cette methode 
peut comporter une etape de preparation du materiau dans une solution saline ou un 
milieu de culture cellulaire pour ameliorer la fixation d* ADN et sa disponibilite pour la 
transfection de cellules. L'invention porte egalement sur Tutilisation des poudres et 
ceramiques de phosphates de calcium modifiees pour la transfection de cellules in vitro 
et in vivo et pour la culture de cellules transferees en reseau tridimensionnel. 



15 



La transfection de genes dans les cellules eucaryotes est une etape clef de la therapie 
genique. Plusieurs methodes sont utilisables avec des rendements variables. Elles sont 
utilisables in vitro ou in vivo. 



20 



A des fins de therapie geniques, les cellules peuvent etre transferees in vitro puis 
reinjectees dans l'organisme ou bien transferees directement dans les organes ou les 
tissus dans lesquels elles resident (Evans, C.H., Robbins, P.D., Possible orthopaedic 
applications of gene therapy, J Bone Joint Surg, 77- A, 7 : 1 103-1 1 14) 



Les differentes methodes utilisees pour la transfection cellulaire sont resumees dans le 
tableau ci-dessous : 



Methode 



Avantages 



Inconvenients 



DEAE-dextran 
Phosphate de calcium 

Liposomes 
Micro-injection 
Electroporation 



Simple 
Simple 

Simple 
Efficace 
Bon pour les cellules non 



Expression transitoire 
Inutilisable pour cellules en 
suspension 
Relativement non prouve 
Techniquement difficile 
Pas de co-transfection 
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Fusion de 
protoplastes 
Adenovirus 



Adenovirus associes 



Herpes simplex 

Infection par 
retrovirus 

Solides 
polycationiques 
Chromosome satellite 

Autres : polymers 

sous forme 
d'hydrogel, lipids 
polycationiques, 
polylysine, 
polyornithine, 
hi stones et autres 

proteins 
chromosomiques, 
polymeres hydrogenes 



adherentes 
Bon pour les cellules non 
adherentes 
Forte infectivite, production in 
connue, infecte les cellules ne se 
divisant pas, grande variete de 

cellules hotes 
Non pathogenes, Expression 
stable, infecte les cellules ne se 
divisant pas, grande variete de 
cellules hotes 
Infecte les cellules ne se divisant 
pas, supporte des genes longs> 
Efficace 



Simple, transfection localisee 

Permet de transfecter des genes 
longs 



Resultats variables 

ADN integres comme episome, 
toxique, production de 
proteines virales 

Supporte seulement des genes 
courts, difficile a produire, peu 
developpe 

Toxique, expression transitoire, 
peu developpe 
Type cellulaire reduit par le 
tropisme, capacite de codage 
basse, 
Expression transitoire 

Resultats non prouves 

Faibles rendements, resultats 
variables, utilisations in vivo 
difficile, biocompatibilite 
variable 



Depuis une quihzaine d'annees qu'ont debute les essais cliniques de therapie genique, 
les resultats ont ete dans 1'ensemble decevants pour plusieurs raisoris : 



Quels que soient les vecteurs utilises, adenovirus, virus associe a Tadenovirus (AAV), 
retrovirus ou formulation physico-chimiques, Tefficacite de transfert des genes dans les 
cellules cibles a toujours ete tres faible (A. Kahn. Dix ans de therapie genique: 
deceptions et espoirs. Biofutur 202:16-21, 2000). La duree d'expression des transgenes 
therapeutiques est la plupart du temps breve, limitee a quelques semaines, en raison 
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d'une reaction immune qui provoque ^elimination preferentielle des cellules 
transduites, de la longevite intrinseque de celles-ci ou de Fextinction des sequences 
d'ADN ou promoteurs qui dirigent Texpression des genes inseres (Orkin, S.H., 
Motulsky, A.G., report and recommendations of the panel to assess the NIH investment 
5 in research gene therapy.www.nih.gov/news/panelrep.html). 

Enfin certains vecteurs ont manifeste un effet toxique. Des accidents sont survenus lors 
d'utilisation de vecteurs adenoviraux injectes dans l'organisme ayant entraine la mort 
de patients dans des essais de traitement par Pornithine transcarbamylase (Smaglik,P., 
10 Investigators ponders what went wrong after gene therapy death. The Scientist 13 
[21] : 1 (1999). 

Ainsi, il ressort de Tanalyse de tous les essais cliniques de therapie genique que la 
strategic de transfert d'un gene necessiterait des vecteurs beaucoup plus performant, 
plus surs et capables de transfecter preferentiellement les cellules sur lesquelles un 
15 effet therapeutique est necessaire (Orkin, S.H., Motulsky, A.G., report and 
recommendations of the panel to assess the NIH investment in research gene 
therapy, www.nih.go v/news/panelrep.html)V 

C'est pour cette raison que des vecteurs polymeriques polycationiques ont ete 
20 developpes. Ces vecteurs sorit des solides et peuvent adsorber de PADN sous 
differentes formes, en particulier, sous forme de plasmide. lis "ont la particularite de 
transfecter les cellules qui arrivent a leur contact avec un rendement variable. lis ont 
ete utilises in vivo pour transfecter des cellules des tissus conjonctifs laches intervenant 
dans la cicatrisation osseuse afin d'accelerer cette derriiere (S. Goldstein and J. 
25 Bonadio. in vivo gene transfer methods for wound healing. The Regent of the 
University of Michigan. Anonymous. United States:(5,962,427):l-31 5 1999. therapie 
genique. A61K 48/00. 514/44). 
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Les coprecipites de phosphates de calcium et d'ADN ont ete utilises depuis de 
nombreuses annees afin de transfecter les cellules in vitro (E. T. Schenborn and V. 
Goiffori. Calcium phosphate transfection of mammalian cultured cells, edited by M. J. 
Tymms, Totowa, NJ:Humana Press Inc 5 2000, p. 135-144; W. Song and D. K. Lahiri. 
5 Efficient transfection of DNA by mixing cells in suspension with calcium phosphate. 
Nucleic Acid Research 23 (17):3609-361 1, 1995; Y.-W. Yang and J.-C. Yang. 
Calcium phosphate as a gene carrier: electron microscopy. Biomaterials 18:213-217, 
1997). 

10 lis sont obtenus en versant une solution de chlorure de calcium dans le milieu afin de le 
sursaturer en calcium et de precipiter un phosphate de calcium dans lequel sont 
incluses des molecules d'ADN. Ces particules composites sont ensuite phagocytees par 
les cellules qui integrent le plasmide de differentes manieres et expriment les genes qui 
sont transports. 

15 

Cependant, ces coprecipites ont un inconvenient majeur. lis sont tres difficilement 
utilisables in vivo car il est difficile d'obtenir une sursaturation en systeme ouvert. 
D'autre part, ils ne peuvent permettre des transfections localisees dans Fespace. 

20 Les ceramiques de phosphates de calcium sont des materiaux obtenus par frittage d'une 
barbotine contenant des particules de phosphate de calcium en suspension. Ce sont des 
assemblages de grains lies par des joints de grains (Frayssinet,P., Fages, J., Bonel,G., 
Rouquet,N., Biotechnology, material sciences and bone repair. European Journal of 
Orthopaedic Surgery & Traumatology (1998) 8: 17-25). 

25 

Ces materiaux presentent une biocompatibilite particuliere avec le tissu osseux, ce qui 
les rend particulierement utiles comme materiau de reconstruction osseuse ou bien 
comme vecteur de cellules osteogeniques (P., Frayssinet, J.L. Trouillet, N. Rouquet, E. 
Azimus, A. Autefage (1993), Osseointegration of macroporous calcium phosphate 
30 ceramics having a different chemical composition. Biomaterials, 14, 6: 423-429). 
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Dans le cadre de 1'invention, nous avons developpe des poudres et des ceramiques de 
phosphate de calcium capables de transfecter des cellules a la fois in vivo et in vitro, 
notamment des cellules mesenchymateuses. La composition chimique de ces 
5 ceramiques peut varier car plusieurs sels de Facide orthophosphorique peuvent rentrer 
dans leur composition, en particulier, le phosphate tricalcique, 1 5 hydroxyapatite qui est 
la phase de synthese la plus proche de la phase minerale du tissu osseux, et le 
phosphate octocalcique. Ces ceramiques ont une autre particularite, elles ont des 
proprietes de surface tres variables en fonction de differents parametres tels que, parmi 

1 0 d'autres, le mode de synthese de la poudre, la temperature de cuisson, ou la presence de 
divers elements traces. Ces differents facteurs influent en particulier sur la charge de 
surface, le potentiel zeta et les capacites de substitution dans la maille du phosphate de 
calcium. Les ceramiques phosphocalcique ont egalement la particularite de presenter 
des croissance epitaxiques d'apatite carbonatee a leur surface une fois implantees dans 

15 Forganisme ou immergees dans un milieu salin de composition comparable au liquide 
extracellulaire (M. Heughebaert, R. Z. LeGeros, M. Gineste* and A. Guilhem. 
Hydroxyapatite (HA) ceramics implanted in non-bone-forming sites. Physico-chemical 
characterization. J Biomed Mat Res 22:257-268, 1988). C'est a ces croissances 
cristallines qu'ont ete attribuees les proprietes de biocompatibilite de ces materiaux. 

20 

Les proprietes d'adsorption des phosphates de calcium vis-a-vis des acides nucleiques 
ont ete mises a profit en chromatographie sur cplonnes d'HA pour separer et purifier 
l'ADN ou certains ARN. II est essentiel de comprendre que, a composition chimique 
egale, toutes les poudres d'hydroxyapatite utilisees en chromatographie n'ont pas le 
25 meme pouvoir separateur des acides nucleiques (A. Eon-Duval, Purification of plasmid 
DNA by hydroxyapatite chromatography, Abstract of 2 nd conference on 
hydroxyapatite. San Francisco March 2001). Les interactions entre les molecules 
organiques et 1' hydroxyapatite dependent des proprietes de surface de ce mineral (M.J. 
Gorbunoff, Protein chromatography on hydroxyapatite columns. Methods in 
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Enzymology, vol 182, Academic Press Inc 1985 : 329-339), qui peuvent varier d'un lot 
a 1' autre. 

II a ete prouve que la distribution des charges a la surface du solide et ses capacites 
5 d'hydratation ont une influence importante sur Padsorption des molecules organiques a 
sa surface (Norde,W., Lyklema, J., (1991) Why proteins prefer interfaces. J Biomed 
Sci Polymer Edn 2, 183-202 (1991)). De meme, la force ionique, et le pH du solvant 
des molecules organiques doivent etre pris en compte. 

10 Si la proteine en solution et le solide ont une charge opposee, ils s'attirent. Au moins si 
la charge de la proteine et celle de la surface du solide se compensent grossierement. Si 
les charges ne se compensent pas, cela resulte en une accumulation de charges dans la 
region de contact causant une haut potentiel electrostatique, energetiquement peu 
favorable a une adsorption. Une situation similaire est observee lorsque la surface du 

15 solide et la molecule organique sont de meme signe. Neanmoins, dans de nombreux 
cas, Padsorption peut se faire tout de meme dans certains cas grace a P incorporation 
d'ions de la solution a Pinterface de la couche adsorbee qui previent Paccumulation de 
charge. 

20 L'hydrophobie a une influence sur Padsorption car elle participe a la repartition des 
charges en particulier dans les molecules organiques qui ont une structure tertiaire et 
quaternaire. L'hydrophobie d'une surface (molecule ou bien solide) peut favoriser 
Padsorption. 

25 La repartition des charges ainsi que les capacites d'hydratation des apatites sont des 
proprietes interessantes car el les peuvent avoir une charge de surface positive ou 
negative et peuvent etre hydrophiles ou hydrophobes. De plus, les substitutions dans la 
maille pouvant etre nombreuses, les groupes fonctionnels a la surface peuvent varier. 
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Nous avons developpe des poudres de phosphates de calcium a base d'hydroxyapatite 
capables de fixer de TADN sous differentes formes et de le delivrer a des cellules 
isolees ou dans l'organisme a des fins de transfection. Ces poudres peuvent etre 
injectes en suspension dans un liquide ou bien un gel. Elles peuvent egalement etre 
5 deposees a la curette ou bien servir de vecteur transfectarit a des cellules cultivees en 
reseau tridimensionnel. Elles ont des proprietes physico-chimiques particulieres afin de 
posseder ces proprietes de transfection. Une serie d'experimentation a ete menee 
permettant de juger la transfection de cellules isolees ou non avec un plasmide porteur 
du gene de la galactosidase pouvant etre mis en evidence par histochimie* La poudre 
10 est une mise en forme particulierement bien adaptee pour pouvoir transfecter a la fois 
des cellules isolees ou des tissus a la fois in vitro et in vivo. Ces poudres permettent 
une internalisation de F ADN ainsi que sa protection des nucleases intracytoplasmiques 
et son transfer! dans le noyau. 

15 Le mecanisme intervenant dans la fixation d'ADN (molecule organique de charge 
negative) a la surface de particules d'hydroxyapatite peut-etre : 

• Une adsorption electrostatique lorsque le materiau est de charge positive 

• Une coprecipitation des molecules d'ADN dans la couche d'apatite 
carbonatee apparaissant par croissance epitaxique a la surface de ces 

20 materiau et resultant de processus de dissolution/reprecipitation 

complexes se deroulant a la surface dans des milieux sursatures en 
calcium et phosphore. 

• Un echange idnique entre la phase interfaciale et la solution 

25 L' ADN une fois fixe sur le materiau doit penetrer dans la cellule. La composition et les 
caracteristiques de surface sont egalement importants pour la degradation du materiau 
en milieu biologique et remission de particules transfectantes. On sait que les 
ceramiques d'HA se degradent aux joints de grains et que la couche d'apatite 
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carbonatee apparaissant a la surface du materiau par croissance epitaxique a une 
solubilite differente du materiau lui-meme. 

En revanche, tous Ies phosphates de calcium ne peuvent transfecter des cellules. Le 
5 DCPD par exemple ou bien certaines mises en forme d'HA ou de TCP ont montre leur 
incapacity a le faire. Leur cytotoxicity est certainement responsable de ceci. 

Au coritraire, la modification de la surface des poudres et des ceramiques par 
maturation dans un milieu de culture entrainant une croissance epitaxique d'apatite 
10 carbonatee ameliore le rendenient de rriarquage. 

Description 

Ainsi, dans un premier aspect, la presente invention se rapporte a un procede pour creer 
15 un composite mineral- ADN caracterise en ce qu'il comprend une etape consistant en 
une incubation dans un milieu salin ou de culture non sature en calcium et phosphore 
en presence de la molecule d' ADN. Ce procede permet d'obtenir une fixation d' ADN a 
la surface de la ceramique par adsorption sur une surface de ceramique modifiee par 
croissance epitaxique ou bien par co-precipitation a la surface du materiau. Ces 
20 particules de phosphates de calcium sont immergees dans un milieu salin ou un milieu 
de culture du type des milieux de culture cellulaire couramment employees en 
biotechnologie, notamment le DMEM, pendant environ quelques minutes, par exemple 
1, 5, 10 ou 30 minutes au moins a environ 12, 24* 48 heures, quelques jours ou 
davantage a une temperature allant de 15 a 50°C, de preference environ 37°C. Le but 
25 est d'avoir la formation d'une couche d'apatite carbonatee a la surface avant ou 
pendant la mise en contact avec les plasmides. 

Dans un mode de realisation particulier, le procede mentionne ci-dessus est realise 
avant la mise en contact avec les acides nucleiques, notamment des plasmides. 
lternativement, cette etape entrainant une croissance epitaxique d'apatite carbonatee a 
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la surface desdites poudres et ceramiques est realisee dans un milieu contenant les 
acides nucleiques. Dans ce mode, la modification de surface et la fixation des acides 
nucleiques sont realisees simultanement. 

De preference, les poudres et ceramiques sont immergees dans un milieu de culture 
5 DMEM pendant 48 heures a 37°C avant ou simultanement a la fixation des acides 
nucleiques. 

Dans un aspect complementaire, l'invention porte sur un procede pour fixer de PADN 
sous forme plasmidique a la surface de poudre ou ceramique de phosphates de calcium 

10 caracterise en ce qu'il comprend une etape a) consistant en une hydratation de la 
poudre de phosphate de calcium ou de la ceramique de phosphate de calcium dans une 
solution de tampon phosphate non saturee en calcium et phosphate et une etape b) 
consistant en une immersion des produits obtenus a l'etape a) dans une solution de 
tampon phosphate non saturee en calcium et phosphate contenant un ADN simple ou 

15 double brin pour des durees variables de quelques minutes a plusieurs heures, c) 
obtention de particules de phosphates de calcium comportant des molecules d'ADN 
fixees a sa surface. 

De preference, la solution de l'etape a) et b) comprend un tampon phosphate a 0,12 M 
20 (pH 6,8). L'immersiori est effectuee pendant au moins 1, 5, 10 ou 30 minutes jusqu'a 
environ 12, 24, ou 48 heures a une temperature allant de 15 a 50°C, de preference 
environ 37°C. En outre, les particules de phosphates de calcium sont maintenues 
immergees dans un milieu de culture du type des milieux de culture cellulaire, pendant 
environ quelques minutes a quelques jours, et a une temperature allant de 15 a 50°C, 
25 de preference environ 37°C. 



Ainsi, dans ce procede, Thydratation reside de preference en une immersion de la 
poudre de phosphate de calcium ou de la ceramique de phosphate de calcium dans une 
solution simulant les fluides extracellulaires destinee a produire une croissance 
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epitaxique d'apatite carbonatee a la surface desdites poudres et ceramiques. A ce titre, 
l'etape b) est realisee au moyen d ! un milieu simulant les fluides extracellulaires ou un 
milieu du type des milieux de culture cellulaires contenant les acides nucleiques, ledit 
milieu etant non denaturant pour FADN et non sature en calcium et phosphate. Ce 
5 milieu entraine une croissance epitaxique d'apatite carbonatee a la surface desdites 
poudres et ceramiques. 

Les etapes a) et b) peuvent etre effectuees simultanement ou successivement. Ainsi, on 
peut mettre en oeuvre Tinvention avec une solution contenant un ADN simple ou 
10 double brin pour des durees variables de quelques minutes a plusieurs heures a environ 
37°C. 

Avantageusement, ce procede permet de fixer PADN a pH physiologique sur des 
particules de phosphate de calcium dans des conditions qui ne sont pas denaturantes 
15 pour la molecule d'ADN. Les ceramiques peuvent etre des ceramiques poreuses ou 
denses. 

Dans un autre aspect, Tinvention porte sur un procede pour transfecter des cellules 
isolees, cultivees en monocouche ou en trois dimensions consistarit en la mise en 

20 contact des cellules a transfecter avec les particules obtenues par le procede decrit ci- 
dessus pendant des durees de quelques heures a quelques semaines. Ce procede peut 
egalement etre mise en oeuvre pour transfecter des cellules conteriues dans un fragment 
tissulaire cultive. Les particules obtenues mentionne ci-dessus est particulierement 
utile pour la preparation d'un medicament pour transfecter in vivo des cellules 

25 contenues dans un tissu ou dans un organe. 

Dans un autre aspect, l'fnvention porte sur les poudres et les ceramiques de phosphates 
de calcium susceptibles d'etre obtenues a partir du procede decrit ci-dessus, 
caracterisees en ce qu'elles peuvent supporter une croissance epitaxique d'apatite 
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carbonatee a leur surface dans des conditions non denaturantes, notamment dans une 
solution saline non saturee et non denaturante pour les macromolecules biologiques. 
L'invention vise egalement ces poudres et ceramiques de phosphates de calcium 
comprenant en outre les acides nucleiques fixes a leur surface, 

5 

Ces produits sont particulierement efficaces pour la transfection de cellules in vitro et 
in vivo. 

Avantageusement, les poudres et ceramiques obtenues possedent au moins Tune des 
10 proprietes decrites ci-apres avant la modification de surface : 

- Nature des groupes charges a la surface : PO4-, OHT, Ca** 

- pH de surface basique 

- Potentiel electrocinetique negatif 

- Hydrophobe 

15 - granulomere comprise entre 0-200 |im, en particulier entre 80-125 |im et 0-25 jam. 

De preference, les produits de 1'invention comprennent Tensemble des caracteristiques 
decrites ci-dessus. 

20 En outre^ les poudres et ceramiques de phosphates de calcium mentionnees ci-dessus 
peuvent comporter un noyau compose d'un autre materiau polymerique, ceramique ou 
metallique, de preference magnetique. 

L'invention vise egalement les particules formees a base de poudres de phosphates de 
25 calcium decrites ci-dessus, lesdites particules etant comprises dans une matrice 
minerale ou polymerique, en particulier dans des ciments de phosphate ou de sulfate de 
calcium. 
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Dans un autre aspect, Tinvention se rapporte a un revetement de ceramiques de 
protheses articulaires ayant les caracteristiques de la ceramique definie ci-dessus. 

L'invention vise egalement Tutilisation desdites poudres et ceramiques de phosphate de 
5 calcium chargee en ADN a leur surface comme support pour la culture cellulaire, 
notamment pour la culture en reseau tridimensional de cellules transferees par le 
support et pour la transfection de cellules in vitro et in vivo. 

Les exemples suivants sont donnes a titre illustratif. lis constituent des modes de 
1 0 realisations preferes de l'invention. 

Exemple 1 : Caracteristiaue des poudres utilisees 

15 Type P15: poudre spherique de surface specifique 0,62 m 2 /g. Elles ont ete calcinees a 
1 180°C et leur granulomere est comprise entre 80-125 |im. 

Type PI: poudre de forme quelconque de surface specifique 56,84 m 2 /g, non calcinee 
(brute) de granulomere comprise entre 0-25 |im. 

20 L'etude granulometrique des poudres utilisees montre que les poudres spheriques (PI 5) 
ont une tranche granulometrique bien definie alors que celles de forme quelconque 
(PI) a des tranches granulometriques beaucoup plus larges avec beaucoup de particules 
fines. Le pH de charge nulle varie avec la temperature de calcination des poudres. Le 
potentiel zeta de la poudre PI mesure dans de l'eau demineralisee est de -27,5 mV et 

25 le pH de surface est de 9,08. 

En fonction de la temperature de frittage de la poudre, le pH de charge nul est variable 
mais largement inferieur au pH physiologique. Ceci signifie que quelque soit la 
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temperature de frittage, le potentiel electrocinetique des poudres, au pH neutre, est 
negatif 



L'examen en microscopie a balayage des poudres spheriques montre qu'elles sont 
5 constitutes par des grains assembles par des joints de grains. II existe des irregularites 
de surface sur certaines des faces des grains a fort grossissement. 



Poudre 


PI 


P15 


Nature des groupe charges 


P0 4 ~ OH", Ca^ 


P0 4 ~, OH', Ca^ 


Potentiel electrocinetique (mV) 


-27,5 


-35 


Hydrophobicite 


+ 


+ 


PH de surface 


9,8 


7,8 


Granulomere (|im) 


0-25 


80-125 


Surface specifique (m /gr) 


56,84 


0,62 


pH de charge nul 






Forme des poudre 


anguleuse 


spherique 



10 Exemple 2 : Methode de fixation de TADN sur le vecteur 

Le vecteur peut etre utilise de deux manieres differentes : 

Methode A : II peut etre incube directement avec le plasmide dans une solution de 
tampon phosphate. II est alors maintenu incube dans celui-ci pendant plusieurs heures 

15 alors que sa surface est modifiee par croissarice epitaxique d'apatite carbonatee. La 
fixation peut alors se faire par coprecipitation a la surface du materiau. 
Methode B : II peut egalement etre mis en presence d'une solution saline pendant 
plusieurs jours afin de modifier la surface. Une fois que celle-ci est equilibree, le 
materiau est ensuite mis dans la solution contenant le plasmide. La fixation de PADN 

20 est supposee se faire alors a la surface de la du materiau modifie. 
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Fixation du plasmide sur la surface des particules natives (methode A): 

L'ADN double brin a une affinite marquee pour l'HA lorsqu'il est dissous dans de 
faibles concentrations de tampon phosphate. lis sont elues dans des concentrations 
5 superieures de tampon phosphate. 1 m 2 de surface de poudre a ete dispose dans les 
boites de Petri soit 1 ,61 gr pour le type A et 0,01 7 g dans le type B. 

• Hydratation de la poudre d'HA (2ml/g) dans 10ml de tampon phosphate 
0, 1 2M a pH 6,8. Chauffage 1 5 a 30 mn a 1 00°C. 

10 • Laisser reposer a temperature ambiante et sortir le tampon. Re- 

suspendre dans 5 a 10 ml de 0,12 M de tampon phosphate a pH 6,8 a 60°C, 
decanter et resuspendre dans 5 ml du meme tampon a 60°C. 

• Ajouter Fechantillon de l'acide nucleique dans 1 ml de tampon 
phosphate 0,1 2M a pH 6,8 a 40°C (Pelution des acides nucleiques doubles brins 

1 5 peut se faire en lavant THA 8 a 1 0 fois avec 0,5 ml de tampon phosphate (0,4M)). 

Fixation du plasmide a la surface des particules modifiees par croissance 
epitaxiques (methode B): 

• Les particules ont ete incubees a 37°C dans du milieu de culture DMEM 
20 pendant 48 heures. 

• . Elles sont lavees dans une solution de tampon phosphate 0,1 2M a pH 

6,8 

• On ajdute Pecharitillon de Pacide nucleique dans 1 ml de tampon 
phosphate 0, 1 2M a pH 6,8 a 40°C 

25 

Exemple 3 : Transfection de cellules in vitro 

Trois lignees ont ete utilisees: 

• Cartilage de croissance de lapin 
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• Perioste de lapin 

• Cellules de calvaria de rat 

Elles sont obtenues en digerant la matrice collagenique dans une solution de 
collagenase suivie d'une centrifiigation. 

5 

3.1 Materiau a surface non modifiee 

La quantite de poudre (type B) a toujours ete la meme : 10 mg. 

Lors de la transfection les cellules n'etaient pas a confluence. Les cellules ont ete 
transferees a JO et la premiere evaluation par histochimie de Texpression de la 
10 galoctosidase a ete faite a J4, J21, J30. 
A J4: 

Toutes les lignees presentent des zones de marquage. Dans les puits transfectes avec 
des particules, les cellules marquees sont groupes autour des particules bien que 
certaines en soient neanmoins eloignees. Cet eloignement peut s'expliquer par le fait 
15 que les particules emettent des debris avec une surface specifique elevee. On les voit 
au microscope au milieu de groupes de cellules marquees. Cellules de cartilage de 
croissance: en valeur absolue, c'est la serie qui a ete le plus marquee. 
AJ21 

En ce qui conceme les cellules de cartilage, le nombre de cellules transferees est 
20 important. Les cellules des calvarias de rats sont fortement positives. 
AJ30 

Les cellules ont une inhibition de contact relative, elles sont quasiment en trois 
dimensions et arrondies. La plupart des cellules des trois groupes sont positives. Le 
nombre de cellules positives et le taux de croissance precedent semblent indiquer que 
25 les plasmides sont transmis d f urie cellule a l'autre ou bien que le relargage de particules 
d'ADN s'etale dans le temps, le pourcentage de cellules positives aurait ete tres faible 
dans le cas contraire. II est egalement possible que les relargages de particules 
transfectantes soient progressifs. Les cellules marquees preferentiellement sont celles 
au contact des particules. 
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Pourcentage des cellules marquees en fonction des lignees utilisees : 



Temps (jours) 


calvaria 


Cartilage de 
conjugaison 


perioste 


4 


15 


32 


27 


21 


39 


42 


35 


30 


65 


71 


60 



5 3.2 Materiau a surface modifiee par croissance epitaxique 

Des les premiers temps de la culture, la plupart des cellules sont marquees. 

3.2.1 Transfection de part et d'autre d'urie membrane heminermeahle 

Les grains ont ete disposes au contact des cellules soit separes de celles-ci par une 
10 membrane poreuse (0,2^m) eh polycarbonate les separant du tapis cellulaire. Le 
marquage cellulaire par la galactbsidase est evalue par histochimie a J4. 
Les cellules eh contact direct avec les particules sont marquees sporadiquement. Les 
cellules qui ne sont pas au contact des particules (separees par la membrane) sont 
egalement marquees. II existe done des particules transfectantes de taille inferieure a 
1 5 0,2 |im passant a travers les pores de la membrane en polycarbonate. 

3.2.2 Transfection de cellules en reseau tridimensionnel 

Les lignees cellulaires precedemment decrites sont mises en suspension dans le milieu 
de culture. Le lit est dispose au fond d'une boite de culture. La suspension sert a 
20 ensemencer un lit de microbilles (1.5-2 10 5 cellules/0,05 gr de billes) vectrices de 
plasmides portant le gene la galactosidase. Le lit est dispose au fond d'une boite de 
culture. Les cellules sont cultivees 10 a 15 jours. On obtient la formation d'une couche 
cellulaire tridimentionnelle pontant et agglomeraht les billes. Cette couche contient 
egalement une matrice collagenique abondante. 
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A la date d'observation les cellules forment un reseau tridimensionnel pontant les 
differentes particules et les assemblant. La microscopie optique revele que les cellules 
contenues dans I'amas de particules sont marquees par la galactosidase. 

5 

3.2.3 Transfection de cellules dans des cultures de tissu 

Materiau utilise pour le marquage: Type A: poudre spherique de surface specifique 
0,62 m 2 /g. Elles ont ete calcinees a 1180°C et leur granulomere est 80-125 [im. La 
quantite de poudre est de quelques dizaines de particules par boites (PI 5). 

10 

Quelques billes ont ete placees au contact des fragments osseux apres avoir ete 
incubees sans pre-immersion (methode A). 

Les fragments osseux proviennent de femurs, tibias et calvaria de rats nouveaux-nes 
1 5 ages de 3 jours. Les pieces osseuses ont ete nettoyes des tissus mous attenants. Les os 
longs ont ete coupes en trois morceaux: 2 epiphyses et la diaphyse. Les calvarias ont 
ete coupees en petits fragments de 2 a 3 mm de cote. Ces differents fragments ont ete 
deposes a la surface d'un gel a 3% d'agar dans du DMEM. Le milieu de culture 
(DMEM+SVF) a ete ensuite rajoute de fa?on a ce que les fragments affleurent a 
20 Tinterface liquide-air. 

Les billes ont ete maintenues en contact des tissus pendant 2 a 30 jours, date a laquelle 
Pactivite galactosidase des cellules est mise en evidence avant de faire des coupes 
histologiques. 

25 

A 2 jours de mise en contact, des zones de marquage sporadiques sont identifiables. Le 
marquage se fait a distance et au contact des billes d'HA. II a lieu egalement au contact 
de ces memes billes. 
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A 30 jours, la totalite des fragments osseux a vire au bleu macroscopiquement (figure 
1). 

La figure 1 represente une rriacrophotographie d'une culture de tissu osseux en 
presence de poudre transfectante pendant 30 jours. Le fragment osseux est entierement 
5 bleu en raison de la transfection des cellules par le plasmide vecteur de la 
galactosidase. En microscopie optique par reflexion, il n'est pas possible de voir une 
zone qui ne soit pas marquee. Les billes sont engluees dans une matrice marquee par la 
reaction a la galactosidase. 

Les coupes des differents echantillons de tissu osseux cultives 30j montrent que les 
cellules osseuses (osteoblastes, chondroblastes, cellules perichondrales, cellules 
periostees, osteoclastes) sont marquees (la figure 2 est une coupe histologique du 
meme tissu montrant que toutes les cellules ont ete transferees par la galoctosidase X 
30). 

Les cellules des lignees hematopoietiques ne sont pas marquees. II faut noter que: 

• Toutes les cellules osseuses sont marquees 

• Elles le sont quelle que soit la distance des cellules aux billes. 

3.2.4 Transfection in vivo 
20 Un groupe de 10 lapins males NZW ages de 4 semaines est selectionne de maniere 
aleatoire. Ces lapins sont divises en deux groupes : Lot A et Lot B. Un lapin de chaque 
groupe sert de temoin. 

La zone operatoire ie situe suf la mandibule cote gauche en arriere des incisives 
mandibulaires. II est a noter qu'une etude preliminaire a permis de selectionner ce site 
25 dans lequel Fos est le plus abondant. Le type de poudre PI 5 a ete utilise. L'ADN a ete 
fixe par la methode A. 

Apres la pose de champs steriles et la disinfection cutanee et muqueuse une incision 
vestibulaire intrabuccale est realisee a Taide d'un bistouri. Un lambeau de pleine 
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epaisseur est recline pour acceder a la zone osseuse mandibulaire a la base des 
incisives. Un trepan de 3mm est utilise pour systematiser Teffraction osseuse. Le 
defaut osseux realise est de Tordre de 2 mm de profondeur. Le volet osseux est elimine 
a Taide de ciseau a os. Le biomateriau est aspire a I'aide d'une seringue de 5 ml et 
5 depose dans le defaut osseux de telle maniere qu'il le remplisse. Une legere pression 
est utilisee avec une gaze sterile pour maintenir en place le biomateriau. Le lambeau 
repositionne est ensuite suture 

Deux temoins subissent une deuxieme operation controlaterale sans depose de 
biomateriau. 

10 Les lapins ont ete sacrifies a 3 et 6 semaines. Les mandibules ont ete prelevees, fixees 
dans l'ethanol et incluse dans de Thydroxy-ethylmethacrylate. Des coupes de 5 |im 
d'epaisseur ont ete realisees et Tactivite galactosidase mise en evidence 

• A3 semaines : 
Dans les sites temoins: 

Les coupes histologiques montrent un os spongieux avec peu de trabecules dont les 
pores sont occupes par un tissu stromal tres lache. II existe des cellules multinucleees 
d'allure osteoclastique a la surface des trabecules. Ces cellules sont toutes marquees par 
la reaction a la galactosidase. De la meme maniere, tous les monocytes sont egalement 
marques. Ce sont les seules cellules qui sont marquees. 
Dans les sites imp/antes : 

Les coupes passant a travers les billes de phosphate de calcium montrent que les billes 
sont incluses dans un tissu conjonctif relativement dense avec de nombreuses cellules 
multinucleees a leur surface. Toutes les cellules, fibroblastiques ou multinucleees sont 
marquees par la galactosidase. 

Lorsque les coupes s'eloignent des billes, il existe mbins de cellules marquees 
neanmoins les structures tissulaires n f ayant pas ete perturbees par Tacte operatoire 
donnent des informations interessantes. Les fibroblastes des ligaments dentaires sont 
marquees. II existe des Hots de cellules d'aspect fibroblastique marques dans le tissu 
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stromal des pores entre les trabecules. Dans certains cas, il semble meme que des 
cellules de la lignee osteoblastique soient egalement marquees. 

• 6 semaines : 

5 Macroscopiquement, il existe un marquage autour des grains d'HA. Les coupes 
montrent des cellules stromales positives, les cellules des ligaments dentaires ainsi que 
les odontoblastes expriment le gene. 
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REVINDICATIONS 



5 1. Procede pour fixer de PADN sous forme plasmidique a la surface de poudre ou 
ceramique de phosphates de calcium caracterise en ce qu'il comprend une etape a) 
consistant en une hydratation de la poudre de phosphate de calcium ou de la ceramique 
de phosphate de calcium dans une solution de tampon phosphate non saturee en 
calcium et phosphate et une etape b) consistant en une immersion des produits obtenus 
10 a l'etape a) dans une solution de tampon phosphate non saturee en calcium et phosphate 
contenant un ADN simple ou double brin pour des durees variables de quelques 
minutes a plusieurs heures, c) obtention de particules de phosphates de calcium 
comportant des molecules d'ADN fixees a sa surface. 

15 2. Procede selon la revendication 1, caracterise en ce que la solution de l'etape a) et b) 
comprend un tampon phosphate a 0,12 M (pH 6,8). 

3. Procede selon la revendication 1, caracterise en ce que Timmersion est effectuee 
pendant au moins 1,5, 10 ou 30 minutes jusqu'a environ 12, 24, ou 48 heures a une 

20 temperature allant de 1 5 a 50°C, de preference environ 37°C. 

4. Procede selon la revendication 1, caracterise en ce que les particules de phosphates 
de calcium sont maintenues immergees dans un milieu de culture du type des milieux 
de culture cellulaire. 

25 

5. Procede selon la revendication 4, caracterise en ce que les particules de phosphates 
de calcium sont immergees pendant environ quelques minutes a quelques jours. 
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6. Procede selon Tune des revendications 4 et 5, caracterise en ce que les particules de 
phosphates de calcium sont immergees a une temperature allant de 15 a 50°C, de 
preference environ 37°C. 

5 7. Procede selon Tune des revendications 1 a 6, caracterise en ce que l'etape b) est 
realisee au moyen d'un milieu simulant les fluides extracellulaires ou un milieu du type 
des milieux de culture cellulaires contenant les acides nucleiques, ledit milieu etant 
non denaturant pour PADN et non sature en calcium et phosphate; entrainant une 
croissance epitaxique d'apatite carbonatee a la surface desdites poudres et ceramiques. 

10 

8. Procede selon Tune des revendications 1 et 7, caracterise en ce que les etapes a) et b) 
sont efifectuees simultanement ou successivement. 

9. Utilisation du procede selon Tune des revendications 7 et 8 pour de fixer FADN 
1 5 dans des conditions de pH physiologique sur des particules de phosphate de calcium. 

10. Procede pour transfecter des cellules isolees, cultivees en monocouche ou en trois 
dimensions consistant en la mise en contact des cellules a transfecter avec les 
particules obtenues par le procede selon Tune des revendications 1 a 8 pendant des 

20 durees de quelques heures a quelques semaines. 

1 1 . Procede pour transfecter des cellules contenues dans un fragment tissulaire cultive 
consistant en la mise en contact des cellules a transfecter avec les particules obtenues 
par le procede selon Tune des revendications 1 a 8 pendant des durees de quelques 

25 heures a quelques semaines. 

12. Utilisation des particules obtenues par le procede selon Tune des revendications 1 a 
8 pour la preparation d'un medicament pour transfecter in vivo des cellules contenues 
dans un tissu ou dans un organe. 
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13. Poudres et ceramiques de phosphates de calcium susceptibles d'etre obtenues a 
partir du procede selon Tune des revendications 1 a 8, caracterisees en ce qu'elles 
supportent une croissance epitaxique d'apatite carbonatee a leur surface dans des 

5 conditions non denaturantes. 

14. Poudres et ceramiques de phosphates de calcium selon la revendication 13 
comprenant en outre les acides nucleiques fixes a leur surface. 

10 15. Poudres et ceramiques de phosphates de calcium selon Tune des revendications 13 
et 1 4 caracterisees en ce qu'elles possedent au moins Tune des proprietes suivantes : 

- Nature des groupes charges a la surface : PO/T, OH", Ca" 1 ^ 

- pH de surface basique 

- Potentiel electrocinetique negatif 
1 5 - Hydrophobe 

- granulomere comprise entre 0-200 jim, en particulier entre 80-125 (im et 0-25 yim. 

1 6. Poudres et ceramiques de phosphates de calcium selon Tune des revendications 1 3 
a 15 caracterisees en ce qu'elles comprennent en outre un noyau compose d'un autre 

20 materiau polymerique, ceramique ou metallique, de preference magnetique. 

17. Particules formees a base de poudres de phosphates de calcium selon Tune des 
revendications 13 a 16 comprises dans une matrice minerale ou polymerique en 
particulier dans des ciments de phosphate ou de sulfate de calcium. 

25 

18. Utilisation des poudres et ceramiques de phosphates de calcium selon Tune des 
revendications 13 a 1 6 pour la transfection de cellules in vitro 
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19. Utilisation des poudres et ceramiques de phosphates de calcium selon Tune des 
revendications 13 a 16 pour la fabrication d'un medicament pour la transfection de 
cellules in vivo. 

5 20. Utilisation des poudres et ceramiques de phosphates de calcium selon 1'une des 
revendications 13 a 16 pour la culture de cellules transferees en trois dimensions avec 
formation d'une matrice cellulaire et extracellulaire agregeant les particules. 
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